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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Antecedentes y objetivo: Mantener niveles adecuados de fésforo sérico en el paciente con
Recibido el 14 de agosto de 2020 enfermedad renal crénica es fundamental para su correcto manejo clinico. Sin embargo
Aceptado el 7 de febrero de 2021 resulta dificil su control de forma aislada porque normalmente se asocian con aumentos
On-line el 11 de marzo de 2021 séricos de hormona paratiroidea (PTH). En el presente estudio se analizaron los efectos de
la hiperfosfatemia aislada, en presencia de PTH elevada y normal, sobre la inflamacién,
Palabras clave: hipertrofia y fibrosis cardiaca en un modelo de insuficiencia renal experimental.
Fésforo Materiales y métodos: Se formaron cuatro grupos de ratas. A dos grupos se les realizé para-
PTH tiroidectomia total (PTx). A las ratas con Ca < 7,5 mg/dL y PTH < 50 pg/mL se les realizé
Hipertrofia cardiaca nefrectomia 7/8 (IRC) y se les colocé un pellet subcutaneo que libera PTH 1-34 (5 pg/kg/dia).
Fibrosis cardiaca Un grupo recibié dieta con P normal (PN) (grupo IRC + PTx + rPTH + PN) y otro dieta con P
Datio renal alto (0,9% PA) (grupo IRC + PTx + rPTH + PA). Otros dos grupos que solo tenian IRC recibieron
Inflamacién dieta PN (IRC + PN) y PA (IRC + PA). Se aftadié también un grupo SHAM para nefrectomia y

paratiroidectomia. Tras 14 semanas las ratas fueron sacrificadas.

Resultados: Los grupos con dieta alta en fésforo (IRC + PA e IRC + PTx + rPTH + PA) tuvieron
una reduccién significativa del aclaramiento de creatinina y también del peso corporal, con
un aumento del fésforo sérico independientemente de la paratiroidectomia, pero no asi

con los niveles séricos de calcio, FGF23 y de calcitriol que fueron 2-3 veces superiores en
el grupo con hiperparatiroidismo secundario (IRC + PA). El didmetro de los cardiomiocitos
fue superior en el grupo IRC + PA, mientras la paratiroidectomia (IRC + PTx + rPTH + PA) los
redujo significativamente, a pesar de los elevados y similares valores de fésforo sérico. El

TNF-o, Adam17 y la fibrosis cardiaca a nivel histolégico y molecular mostraron un patrén
similar con aumentos en el grupo con hiperparatiroidismo secundario severo (IRC + PA).
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Conclusiones: La hiperfosfatemia confirmé su importancia en la génesis del hiperparatiroi-
dismo secundario, pero también del dano renal que fue independiente de los niveles de
PTH. Sin embargo, la inflamacioén, fibrosis y crecimiento de cardiomiocitos guardaron una
mayor relacién con los niveles de PTH ya que en presencia de hiperfosfatemia severa simi-
lar, la paratiroidectomia redujo los valores de los parametros inflamatorios, de hipertrofia y

fibrosis cardiaca.
© 2021 Sociedad Espaiiola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Este es un

articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Contribution of phosphorus and PTH to the development of cardiac
hypertrophy and fibrosis in an experimental model of chronic renal failure

ABSTRACT

Background and objective: Adequate serum phosphorus levels in patients with chronic kidney
disease is essential for their clinical management. However, the control of hyperphosphate-
mia is difficult because is normally associated with increases in serum PTH. In the present
study, the effects of hyperphosphatemia, in the presence of elevated and normal PTH, on
cardiac inflammation, hypertrophy and fibrosis in an experimental renal failure model were
analyzed.
Materials and methods: Four groups of rats were formed. Two groups underwent total parathy-
roidectomy (PTx). Rats with Ca < 7.5 mg/dL and PTH < 50 pg/mL underwent 7/8 nephrectomy
(CRF) and a subcutaneous pellet was placed that releases PTH 1-34 (5 ng/kg/day). One group
received a diet with normal P (NP) (CRF + PTx + rPTH + NP group) and another with a high P
diet (0.9% HP) (CRF + PTx + rPTH + HP group). Other two groups that only had CRF received NP
(CRF + NP) and HP (CRF + HP) diet. A SHAM group for nephrectomy and parathyroidectomy
was also added. After 14 weeks the rats were sacrificed.
Results: The groups with a diet high in phosphorus (CRF + H A and CRF + PTx + rPTH + HP) had
a significant reduction in creatinine clearance and also in body weight with an increase in
serum phosphorus regardless of parathyroidectomy, but not serum levels of calcium, FGF23
and calcitriol that were 2-3 times higher in the group with secondary hyperparathyroidism
(CRF + HP).
The diameter of the cardiomyocytes was greater in the CRF + HP group, while parathyroi-
dectomy (CRF + PTx + rPTH + HP) significantly reduced them, despite the high and similar
serum phosphorus values. TNF-a, Adam17 and cardiac fibrosis at the histological and mole-
cular level showed a similar pattern with increases in the group with severe secondary
hyperparathyroidism (CRF + HP).
Conclusions: Hyperphosphatemia confirmed its importance in the genesis of secondary
hyperparathyroidism, but also of kidney damage that was independent of PTH levels. Howe-
ver, inflammation, fibrosis, and cardiomyocyte growth were more closely related to PTH
levels, since in the presence of similar severe hyperphosphatemia, parathyroidectomy redu-
ced the values of inflammatory parameters, cardiac hypertrophy, and fibrosis.
© 2021 Sociedad Espariiola de Nefrologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

progresién del hiperparatiroidismo secundario, mayor pro-
gresiéon de la enfermedad renal crénica y aumentos en la
mortalidad?®™*.

El control de los niveles de fésforo sérico ha sido siem-
pre reconocido como pieza clave en el manejo clinico de
pacientes con enfermedad renal crénica (ERC)'. En la ERC
avanzada, la excrecién renal de fésforo es insuficiente para
eliminar la cantidad de fésforo que se absorbe diaria-
mente por la dieta, como consecuencia, la hiperfosfatemia
es frecuente’. Las alteraciones en el metabolismo del fés-
foro se asocian con consecuencias adversas importantes como

Dado que hiperfosfatemia e hiperparatiroidismo suelen
coincidir, resulta dificil evaluar de forma aislada el efecto
del incremento de cada uno de estos dos factores. La hiper-
fosfatemia se ha asociado con pericarditis, hipertensién e
hipertrofia ventricular izquierda® y en ratas con insuficien-
cia renal crénica se ha asociado con hipertrofia y apoptosis
de cardiomiocitos, aumento de la fibrosis miocardica®’ e
inflamacién®.
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Del mismo modo, los niveles elevados de PTH han mos-
trado un efecto hipertréfico directo en cardiomiocitos aislados
de ratas adultas®. Existen varios estudios sobre la asociacién
entre hiperparatiroidismo secundario e hipertrofia ventricu-
lar izquierda en pacientes con enfermedad renal crénica
avanzada'®'!. También el hiperparatiroidismo secundario se
ha asociado con el desarrollo de fibrosis cardiacal?, si bien
existen pocos datos en relacién con el papel que tendrian los
niveles elevados de PTH en el desarrollo del proceso inflama-
torio que podria preceder a la fibrosis.

Por otro lado, la paratiroidectomia se ha asociado con una
regresion de la hipertrofia ventricular y mejora en la contrac-
cién cardiaca en pacientes en hemodiélisis'®>. En ratas con
insuficiencia renal crénica, la paratiroidectomia previno la
hipertrofia, fibrosis y apoptosis cardiacas’®.

En el presente estudio se analizaran los efectos de la hiper-
fosfatemia aislada en presencia de PTH elevada y normal,
sobre la inflamacién, hipertrofia y fibrosis cardiaca.

Material y métodos

Modelo experimental

Para el estudio se utilizaron 30 ratas Wistar macho de cuatro
meses (peso 399 + 46 gramos) procedentes del Bioterio de la
Universidad de Oviedo siguiendo el esquema de la figura 1. Se
realizé paratiroidectomia (PTx) en un grupo de ratas. Aquellos
animales con niveles de calcio sérico total (Ca) < 7,5 mg/dL y
PTH (PTH1-84) < 50 pg/mL fueron consideradas éptimos para
continuar en el estudio. Trascurridos 10 dias de la paratiroi-
dectomia, se indujo insuficiencia renal crénica (IRC) mediante
nefrectomia parcial, consistente en la extirpacién total del
rinén derecho y seccién de los polos inferior y superior y
de parte del parénquima renal, dejando aproximadamente
1/8 de masa renal’. Simultdneamente a la nefrectomia, en
los grupos con PTx, fueron implantados por via subcutanea
pellets para una continua infusién fisiolégica de 5 pg/kg/dia
de PTH 1-34 (rPTH) (Innovative Research of America®, FL,
USA). Esta dosis se eligié con base en otros trabajos pre-
vios para conseguir un reemplazo fisiolégico de PTH tras la
paratiroidectomia'>'®. En el grupo de ratas con nefrectomia,
sin paratiroidectomia, también se administraron pellets sub-
cutaneos con vehiculo (Sigma-Aldrich®, MO, USA). Se anadi6
también como grupo de comparacién un grupo SHAM para
nefrectomia y paratiroidectomia simuladas, alimentadas con
una dieta con contenido normal en fésforo, a los que se
les administraron sendos pellets subcutaneos con vehiculo
(Sigma-Aldrich®).

Todas las ratas con IRC (con o sin PTx) fueron divididas en
funcién de la dieta administrada: dieta normal en fésforo (PN)
(0,6% Py 0,6% Ca) (Panlab, Spain) y dieta alta en fésforo (PA)
(0,9% P y 0,6% Ca) (Panlab) y estabuladas en jaulas recibiendo
comida y agua ad libitum. Después de 14 semanas, las ratas
se pasaron a jaulas metabdlicas durante 24 horas antes del
sacrificio para la recoleccién de orina.

El sacrificio se realizé por exanguinacién usando anestesia
con isofluorano y se tomaron muestras de suero para analisis.
Se extrajo el corazén que fue lavado dos veces con solucién
salina para eliminar los codgulos que pudiesen quedar tras

la exanguinacién, secado concienzudamente con un papel
filtrante y pesado y procesado para estudios histoldgicos y
extraccién de ARN.

Marcadores bioquimicos

Se determinaron calcio total, fésforo, proteinas totales, urea y
creatinina en suero y orina mediante el uso de un analizador
automatico multicanal (Hitachi 717%®, Boehringer Mannheim,
Alemania). La PTH sérica intacta (1-84) y el FGF23 intacto
se midieron mediante un sandwich ELISA (Immunotopics®,
USA y Kainos Laboratories®, Japén) y la PTH (1-34) se mididé
mediante mediante un inmunoandlisis por RIA (Phoenix
Pharmaceutical® Inc, USA).

Cambios morfolégicos e histolégicos y cuantificacién de
coldgeno 1

Se utiliz6 tincién de tricrémico de Masson en tejido cardiaco
con el que se resaltan en azul las fibras de colageno 1 del tejido
conjuntivo, tinendo ademads el resto de estructuras tisulares.
El contenido total de coldgeno 1 del miocardio se determind
midiendo el drea de coldgeno teniida obtenida mediante una
imagen semiautomatica que se obtuvo con un microscopio
Leica DMRXA?2 (Leica), con una cdmara acoplada de Leica
DFC7000T (Leica). Las mediciones fueron ciegas y los resul-
tados se expresaron como porcentajes de area tenlida de azul
en relacién al area total del miocardio. Las imagenes captu-
radas se analizaron mediante un andlisis de imagen (Leica
Q500IW®, Leica Microsystems) y software especifico (Leica
QWIN® versién estandar 2.3, Leica Microsystems).

Grosor de pared y septo ventricular y tamaiio de
cardiomiocitos

Para realizar estas determinaciones se utilizé tincién de
hematoxilina-eosina con las que se cuantificé el grosor de
la pared, septo y diametro de cardiomiocitos del ventriculo
izquierdo, usando el mismo sistema 6ptico que el descrito
anteriormente en secciones desparafinadas y tenidas con
hematoxilina-eosina. Las imagenes capturadas se analizaron
mediante el mismo sistema de imagen mencionado anterior-
mente.

El didmetro medio del cardiomiocito se determiné
midiendo de forma aleatoria en 20 cardiomiocitos el ancho
del cardiomiocito a la altura del centro del nucleo, como ha
sido descrito por otros autores'’-'8. Se seleccioné con el menor
aumento del microscopio siempre la misma zona del ventri-
culo izquierdo, seleccionado aquellos que estuvieran en un
mismo plano, con su nicleo centrado. Para cuantificar el gro-
sor de la pared y septo se utilizé un software de diseno previo
que agrupa y analiza un conjunto de al menos 50 mediciones
desde los pilares del ventriculo izquierdo al borde exterior, en
el caso de la pared, y el borde entre ventriculo izquierdo y
derecho en caso del septo.

Marcadores moleculares de inflamacién y fibrosis

Como marcadores moleculares de inflamacién se analizd
la expresién génica de factor de necrisis tumoral alfa
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Figura 1 - Disefio experimental.

SHAM (Grupo 5)

IRC: nefrectomia; PA: dieta alta en fésforo (0,9% P), PN: dieta normal en fésforo (0,6% P); PTx: paratiroidectomia.

(TNF-a) y dominio 17 de la metalopeptidasa Adam (Adam17);
y para el estudio de los marcadores moleculares de fibrosis
cardiaca se analiz6 la expresién génica de coldgeno tipo 1,
del factor de necrosis tumoral beta 1 (TGF-B1), fibronectina
y factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF). Para rea-
lizar estos estudios se procedid a la extraccién de ARN y al
estudio de la expresién génica por PCR cuantitativa a tiempo
real (QPCR). Se homogeneiz6 un fragmento del corazén (ven-
triculo izquierdo) de las ratas en un ultraturrax (OmniHT)
en reactivo TRI (Sigma-Aldrich, USA), siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. La concentracién total de ARN y la
pureza se cuantificaron por espectrofotometria UV-Vis (Nano-
Drop Technologies®) midiendo su absorbancia a 260 y 280
nm. La obtencién del ADN copia (ADNc) se realizé con un kit
de transcripcién inversa de ADNc de alta capacidad (Applied
Biosystems®, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
La expresién génica se midié por gPCR usando un equipo Stra-
tagene Mx 3005 P® (Agilent Technologies). La amplificacién
por PCR en tiempo real se hizo mediante sondas TagMan, se
realiz6 con cebadores especificos de genes (ensayos de expre-
sién génica de Applied Biosystems®). Como gen constitutivo
se utiliz6 la GAPDH. La evaluacién cuantitativa relativa de los
genes diana se realizé6 mediante la comparacién de los ciclos
de umbral utilizando el método AACt'. Los resultados se
representaron como unidades relativas (U.R.) respecto al grupo
1 (IRC +PN) que se ajusté a la unidad. El protocolo fue aprobado
por el Comité de Etica en la Investigacién de la Universidad de
Oviedo.

Andlisis estadistico

Se utilizé el test no paramétrico Kruskal Wallis con anadlisis
post-hoc de Bonferroni para la comparacién de muestras inde-
pendientes. Los resultados fueron expresados como mediana

y rango intercuartil. Se consideraron diferencias significativas
cuando p < 0,05. El programa estadistico utilizado fue R 3.5.0.

Resultados
Marcadores bioquimicos, morfoldgicos e histolégicos

A nivel bioquimico (tabla 1), los grupos 2 y 3 con dieta alta
en fésforo (IRC + PA e IRC + PTx + rPTH + PA) tuvieron una
reduccién significativa del aclaramiento de creatinina inde-
pendientemente de la paratiroidectomia (grupos 3 y 4). En
ambos grupos, los niveles de fésforo no difirieron significa-
tivamente, sin embargo silo hizo el calcio sérico total. A pesar
de no haber diferencias significativas en la hiperfosfatemia,
los niveles séricos de FGF23 y de calcitriol fueron tres veces
superiores en el grupo con hiperparatiroidismo secundario
(IRC + PA, grupo 2). Los grupos paratiroidectomizados (grupos
3 y 4) mostraron unos niveles séricos de PTH 1-34 similares
a los del grupo uno, pero ligeramente mas bajos, aunque no
significativamente, que los del grupo con hiperparatiroidismo
secundario severo (grupo 2). No se observaron diferencias en el
pesoinicial entre ninguno de los cuatro grupos, sin embargo, si
hubo diferencias en el peso final. En las ratas alimentadas con
fésforo alto (grupos 2 y 3), se observé, ademas de la hiperfos-
fatemia, una reduccién de peso comparado con grupo control
(grupo 1) y con el grupo con dieta normal (grupo 4), estas varia-
ciones fueron independientes de la paratiroidectomia®.

El peso del corazén referido al peso corporal fue signi-
ficativamente superior en ratas sin paratiroidectomia que
recibieron una dieta con alto contenido en fésforo (IRC + PA)
(grupo 2) comparados con su grupo control (IRC + PN) (grupo 1).
El grosor de la pared y septo no mostré diferencias significati-
vas entre los grupos, pero si el didmetro de los cardiomiocitos.



Tabla 1 - Parametros bioquimicos en ratas con nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido normal en fésforo (0,6% PN) o con alto contenido en fésforo (0,9%

PA) con y sin paratiroidectomia

IRC + PN Grupo 1 (n = 8) IRC + PA Grupo 2 (n = 6) IRC + PTx + rPTH + PA IRC + PTx + rPTH + PN SHAM Grupo 5 (n = 8)

79

Mediana [IQR] Mediana [IQR] Grupo 3 Grupo 4 Mediana [IQR]

(n=29) (n=29)

Mediana Mediana

[IQR] [IQR]
Aclaramiento creatinina (mL/min) 1,0 [0,9-1,1]* 0,6 [0,2-0,7] 0,5 [0,3-0,6]° 0,9 [0,8-1,1] 2,7 [2,3-3,2]
Urea (mg/dL) 81,0 [67,8-100] 132 [70,5-379] 135 [97,7-211] 84,5 [77,7-89,0]° 30,5 [29,2-33,2]
Creatinina (mg/dL) 0,9 [0,9-1,1]? 2,0 [1,1-4,2] 1,9 [1,3-3,2] 1,0 [0,9-1.0]° 0,4 [0,4-0,5]
Calcio total (mg/dL) 10,5 [10,2-10,7]? 9,5 [8,7-9,9] 5,6 [52-5,9]% 8,1[7,0-8,5]° 10,1 [9,9-10,3]
Fésforo (mg/dL) 4,6 [4,3-4,9]° 10,3 [5,1-21,2] 12,0 [9,7-17,2] 9,2 [8,5-10,7]° 4,6 [4,3-4,9]
Proteinas (mg/dL) 56,7 [52,3-59,0] 58,0 [51,2-60,1] 56,6 [52,3-59,6]¢ 63,1 [62,2-64,0]° 63,0 [62,7-64,7]

PTH 1-84 (pg/mL)
PTH 1-34 (pg/mL)
FGF23 (pg/mL)
Calcitriol (ng/mL)
Peso inicial (g)
Peso final (g)

1.014 [782-1.658]°

33,0 [27,2-58 4]
424 [299-465]°
48,4 [21,5-79,9]
394 [369-411]
427 [395-446]°

15.176 [4.064-17.210]

84,6 [72,8-120,5]

1.176 [1.072-1.200]

25,7 [7,3-52,7]
373 [336-420]
365 [295-404]

No detectable
37,3 [31,4-75,5]°
447 [220-1.125]2¢
8,4 [5,8-10,7]°
381 [355-385]
362 [314-379]°

No detectable
39,5 [15,8-88,5]
729 [484-898]°
12,9 [9,9-39,4]
388 [359-425]
412 [3892-4570]

761 [372-1350]
27,0 [25,2-41,2]
289 [225-443]
48,6 [23,2-59,9]
390 [364-414]
476 [459-540]

159-0%9:(9)T%'120Z VIDOTO¥IIN

IRC + PN (grupo 1), nefrectomia 7/8 con dieta normal en fésforo; IRC + PA (grupo 2), nefrectomia 7/8 con dieta alta en fésforo; IRC + PTx + rPTH + PA (grupo 3), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia +
PTH 1-34 y dieta normal en fésforo; IRC + PTx + rPTH + PN (grupo 4), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia + PTH 1-34 y dieta alta en fésforo; SHAM (grupo 5), intervencién simulada para nefrectomia
y paratiroidectomia.

Los datos se representan con la mediana y el rango intercuartil [IQR].

a8 p<0,05vs.IRC + PA

b p < 0,05 vs. IRC + PN

¢ p<0,05vs.IRC + PTx + rPTH + PN




Tabla 2 - Parametros de hipertrofia cardiaca en el corazén de las ratas con nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido normal en fésforo (0,6% PN) o con alto

contenido en fésforo (0,9% PA) con y sin paratiroidectomia

IRC + PN Grupo 1 IRC + PA Grupo 2 IRC + PTx +rPTH + PA IRC + PTx + rPTH + PN SHAM Grupo 5
(n = 8) Mediana [IQR] (n = 6) Mediana [IQR] Grupo 3 Grupo 4 (n = 8) Mediana [IQR]
(n=8) (n=8)
Mediana Mediana [IQR]
[1QR]
Peso corazén/peso corporal (mg/g) 2,3 [2,3-2,7)* 3,1 [2,6-4,6] 3,5 [3,1-4,0] 2,8[2,7-3,1] 2,5 [2,3-2,5]*P
Grosor pared (um) 2.542 [2.400- 2.769] 2.540 [2.426-2.751] 2.443 [2.401-2.590] 2.426 [2.165-2.521] 2.333 [2.142-2.476]°
Grosor septo (wm) 2.156 [2.134- 2.397] 2.524 [24.345-2.759) 2.201 [1.899- 2.517] 2.088 [2.039-2.339] 1.785 [1.521-1.955]*P
Didmetro cardiomiocitos (pnm) 11,0 [9,7-12,4] 13,4 [11,6-19,1] 9,7 [9,3-12,4]* 10,5 [9,7-11,6] 9,8 [8,0-10,0]'“"b

IRC + PN (grupo 1), nefrectomia 7/8 con dieta normal en fésforo; IRC + PA (grupo 2), nefrectomia 7/8 con dieta alta en fésforo; IRC + PTx + rPTH + PA (grupo 3), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia +
PTH 1-34 y dieta alta en fésforo; IRC + PTx + rPTH + PN (grupo 4), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia + PTH 1-34 y dieta normal en fésforo; SHAM (grupo 5), intervencién simulada para nefrectomia
y paratiroidectomia.

Los datos se representan con la mediana y rango intercuartil [IQR].

2 p<0,05vs.IRC + PA

b p <0,05vs. IRC + PN
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Figura 2 - Imagenes representativas de la tincién de hematoxilina-eosina de los cardiomiocitos en cada grupo (aumentos

40x).

IRC + PN (grupo 1), nefrectomia 7/8 con dieta normal en fésforo; IRC + PA (grupo 2), nefrectomia 7/8 con dieta alta en fésforo;
IRC + PTxX + rPTH + PA (grupo 3), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia y dieta alta en fésforo; IRC + PTxX + rPTH + PA
(grupo 4), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia y dieta normal en fésforo; SHAM (grupo 5), intervencién simulada para

nefrectomia y paratiroidectomia.

Los valores més elevados se observaron en el grupo 2 (IRC +
PA). La paratiroidectomia (IRC + PTx + rPTH + PA) redujo signifi-
cativamente ambas cifras (tabla 2 y fig. 2). No hubo diferencias
en ningin marcador de hipertrofia cardiaca entre los grupos
IRC + PN e IRC + PTx + rPTH + PN (grupos 3y 4).

El andlisis de las correlaciones entre parametros bioqui-
micos como PTH, FGF23 y calcitriol con los marcadores de
hipertrofia cardiaca muestran que el grosor del septo se corre-
lacioné con los niveles séricos de PTH intacta (r = 0,649,
p < 0,001) y FGF23 (r = 0,516, p = 0,008). El didmetro de car-
diomiocitos también se correlacioné con los niveles de PTH
intacta (r = 0,707, p < 0,001).

Marcadores moleculares de inflamacién y fibrosis

El TNF-a siguié un patrén muy semejante al observado en
cardiomiocitos, el grupo 2 (IRC + PA) mostré los valores més
elevados en relacién con el grupo 3 (IRC + PTx + rPTH + PA).
Adam17 mostré un patrén en el mismo sentido. La paratiroi-
dectomia redujo significativamente TNF-a y Adam17 a pesar
de los elevados valores de fésforo observados en el grupo 3
(Aig. 3, tabla 1).

El patrén anterior se repitié en el andlisis de la fibrosis car-
diaca. El valor mas elevado se observé en el grupo 2 (IRC + PA)
que mostré un aumento significativo de la fibrosis cardiaca
respecto al grupo 3 (IRC + PTx + rPTH + PA) (fig. 4 Ay B). Los
marcadores moleculares de fibrosis (colageno tipo 1, fibronec-
tina, TGF-B1 y CTGF) mostraron un patrén similar al de los
cambios morfolégicos e histolégicos (fig. 5). El grupo 2 (IRC +
PA) mostré los valores mas elevados y la paratiroidectomia
(grupo 3) los redujo (pese a la hiperfosfatemia). La misma ten-
dencia se observé al comparar las ratas con dieta normal en

fésforo (grupos 1y 4) en las que con la paratiroidectomia se
observaron los valores mas bajos.

El andlisis de las correlaciones entre parametros bioquimi-
cos como PTH, FGF23 y calcitriol con los marcadores de fibrosis
cardiaca muestran que solo los niveles séricos de PTH intacta
se asociaron de forma positiva y significativa con la fibrosis
cardiaca (r = 0,590, p = 0,006). También se asociaron significa-
tivamente con el resto de marcadores moleculares de fibrosis
cardiaca (fig. 6): colageno tipo 1 (r = 0,660, p < 0,001); TGF-Bg1
(r = 0,436, p = 0,048); fibronectina (r = 0,757, p = 0,001) y CTGF
(r=0,718, p = 0,001).

Los niveles de ARNm del receptor del canal de calcio TRCP6
mostraron un aumento en el grupo IRC + PA respecto al grupo
IRC + PTx + rPTH + PA (1,75 [1,19-2,09] respecto 0,82 [0,12-
1,08], p < 0,05). Los grupos con contenido normal en fésforo
no mostraron diferencias significativas, si bien el grupo para-
tiroidectomizado tuvo los niveles mas bajos (IRC + PN: 1,06
[0,81-1,88]; IRC + PTx + rPTH + PN: 0,58 [0,06-1,10]).

Discusion

En este estudio se observé que la dieta alta en fésforo
contribuy6 al descenso del aclaramiento de creatinina inde-
pendientemente de la PTH?>?!, A pesar de un grado similar
de funcién renal y niveles séricos de fésforo (datos publicados
recientemente)?’, la presencia de hiperparatiroidismo secun-
dario severo (IRC + PA), pero no asi el hiperparatiroidismo
secundario moderado (IRC + PN), fue el factor que més pare-
ci6 influir sobre la hipertrofia cardiaca. Ademas, la presencia
de hiperparatiroidismo secundario severo (IRC + PA) mostrd
no solo un aumento de la fibrosis cardiaca intersticial sino
también de los marcadores moleculares de fibrosis. Si bien el
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Figura 3 - Marcadores moleculares de inflamacién. Grafico box plot. A) ARNm TNF- « (U.R.), B) ARNm Adam17 (U.R.) en el
corazon de las ratas con nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido normal en fésforo (0,6% PN) o con alto
contenido en fésforo (0,9% PA) con y sin paratiroidectomia.

IRC + PN (grupo 1), nefrectomia 7/8 con dieta normal en fésforo; IRC + PA (grupo 2), nefrectomia 7/8 con dieta alta en fésforo;
IRC + PTx + rPTH + PA (grupo 3), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia + PTH 1-34 y dieta alta en fésforo;

IRC + PTx + rPTH + PN (grupo 4), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia + PTH 1-34 y dieta normal en fésforo; SHAM (grupo
5), intervencién simulada para nefrectomia y paratiroidectomia.

Los datos se representan con la mediana y el rango intercuartil.

*p < 0,05 vs. IRC + PA

3 p < 0,05 vs. IRC + PN.
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Figura 4 - Fibrosis cardiaca intersticial. A) Imagenes representativas de la tincién de tricrémico de Masson en cada grupo
(aumentos 10x). B) Grafico box plot de la fibrosis cardiaca intersticial medida por la tincién de tricrémico de Masson en el
corazon de las ratas con nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con contenido normal en fésforo (0,6% PN) o con alto
contenido en fésforo (0,9% PA) con y sin paratiroidectomia.

IRC + PN (grupo 1), nefrectomia 7/8 con dieta normal en fésforo; IRC + PA (grupo 2), nefrectomia 7/8 con dieta alta en fésforo;
IRC + PTx + rPTH + PA (grupo 3), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia y dieta alta en fésforo; IRC + PTx + rPTH + PA (grupo
4), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia y dieta normal en fésforo; SHAM (grupo 5), intervencién simulada para
nefrectomia y paratiroidectomia.

Los datos se representan con la mediana y el rango intercuartil.

*p < 0,05 vs. IRG + PA.



648

NEFROLOGIA 2021;41(6):640-651

>

o
o

£2 Do

ARNm Col1a/GAPDH (U.R.)
N ¢
[5,}

[} -
0.0 I ‘ ]
IRG+PN  IRCspA  IRCHPTx+ IRCHPTX+  snam
rPTH+PA  rPTH+PN
Grupol  Grupo2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
C
(-]

I
o

b o

"

F ¥ g L

o
o

ARNm Fibronectina/GAPDH (U.R.)
N)
4]

IRC+PTx+ IRCHPTx+ SHAM
[PTH+pA  TPTHHPN

Grupo 3 Grupo 4

IRC+PN IRC+PA

Grupol  Grupo2 Grupo 5

B
4l
o
3 34 °
3
a 4 (<]
] 2
o %
a
i % @ @ s i
[
E 01 -+
2
o«
< 4l
IRC+PN IRC+PA IRC+PTx+ IRC+PTx+ SHAM
rPTH+PA rPTH+PN
Grupol  Grupo2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
D

£

SHAM

| é-a-

IRC+PN

ARNm CTGF/GAPDH (U.R.)
N

IRC+PTx+
rPTH+PN
Grupo 4

IRC+PTx+
rPTH+PA
Grupo 3

IRC+PA

Grupol Grupo2 Grupo 5

Figura 5 - Marcadores moleculares de fibrosis cardiaca. Grafico box plot A) ARNm colageno 1 (U.R.), B) ARNm TGF-p1 (U.R.),
C) ARNm fibronectina (U.R.), D) ARNm CTGF (U.R.) en el corazén de las ratas con nefrectomia 7/8 alimentadas con dieta con
contenido normal en fésforo (0,6% PN) o con alto contenido en fésforo (0,9% PA) con y sin paratiroidectomia.

IRC + PN (grupo 1), nefrectomia 7/8 con dieta normal en fésforo; IRC + PA (grupo 2), nefrectomia 7/8 con dieta alta en fésforo;
IRC + PTx + rPTH + PA (grupo 3), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia + PTH 1-34 y dieta alta en fésforo;

IRC + PTx + rPTH + PN (grupo 4), nefrectomia 7/8 con paratiroidectomia + PTH 1-34 y dieta normal en fésforo; SHAM (grupo
5), intervencién simulada para nefrectomia y paratiroidectomia.

Los datos se representan con la mediana y el rango intercuartil.

*p < 0,05 vs. IRC + PA
3 p < 0,05 vs. IRC + PN.

hiperparatiroidismo secundario moderado (IRC + PN) no incre-
mentd significativamente la fibrosis cardiaca intersticial, si lo
hizo con alguno de los marcadores moleculares de fibrosis.
Los resultados moleculares de este estudio sugieren que parte
de estos efectos se podrian atribuir al aumento en el grado
de inflamacién. La paratiroidectomia fue capaz de atenuar la
hipertrofia y fibrosis cardiaca y los marcadores moleculares de
inflamacién.

En un modelo similar al nuestro no se observé incremento
de hipertrofia miocéardica en las ratas paratiroidectomizadas
con dieta alta en fésforo (IRC + PTx + rPTH + PA) cuantifi-
cado como relacién entre peso del corazén y peso corporal’?.
Sin embargo, si se analizan otros pardmetros mas sensibles
que el peso del corazén corregido por el peso corporal, como
el didmetro de los cardiomiocitos utilizados en el anélisis de
nuestro estudio, la paratiroidectomia si que redujo la hiper-
trofia cardiaca, hallazgo que indicaria que la determinacién
de hipertrofia cardiaca mediante el estudio de la relacién
peso del corazén corregida por peso corporal es poco espe-
cifica. Como factor de correccién otros autores sugieren que
la relacién peso corazén y longitud de la tibia es preferible
si coexiste pérdida de peso corporal?’. Un andlisis secunda-
rio mediante el test estadistico de la U de Mann-Whitney
mostré que el desarrollo de hiperparatiroidismo secunda-
rio moderado (IRC + PN) incrementé de modo significativo

respecto al grupo SHAM varios parametros de hipertrofia car-
diaca (peso en el corazén referido al peso corporal, p = 0,001;
grosor del septo, p = 0,001; didmetro de los cardiomiocitos,
p = 0,005)

Tampoco podemos descartar que otros factores contribu-
yan ademads del hiperparatiroidismo secundario al desarrollo
de la hipertrofia cardiaca. De hecho FGF23 ha mostrado su
efecto aislado e independiente sobre el desarrollo de hipertro-
fia cardiaca?3, observando en nuestro estudio un efecto sobre
el aumento del grosor del septo, como también lo hace la PTH
intacta, marcador este Ultimo que también se asocié con un
mayor didmetro de los cardiomiocitos.

No hay datos en la literatura que relacionen el aumento de
fibrosis cardiaca que se observa en presencia de niveles ele-
vados de PTH con incrementos de la inflamacién sistémica.
En este estudio se ha constatado que la paratiroidectomia,
tanto con dieta normal o elevada en fésforo, atenué la expre-
sién génica de TNF-a y Adam17. Esta disminucién sugiere
que estos mediadores de inflamacién estarian involucrados
en el proceso de fibrosis promovido por la presencia de PTH
elevadas®®. De hecho, este estudio muestra que en presen-
cia de insuficiencia renal crénica, la reduccién de PTH, tanto
con estimulo hiperfosfatémico o sin ese estimulo, jugarian
un papel importante en la reduccién de la fibrosis cardiaca
intersticial observada en la ERC, hecho observado por otros
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Figura 6 - Correlaciones entre marcadores moleculares de fibrosis cardiaca y niveles séricos de PTH intacta. Grafico de
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autores®’ que indican que el desarrollo de hiperparatiroi-
dismo secundario es un importante factor de riesgo para el
desarrollo de fibrosis miocéardica y que esta podria revertirse
con la paratiroidectomia?’.

El anélisis de la expresién génica de marcadores molecu-
lares relacionados con fibrosis apoya el importante papel que
juega el incremento de PTH en la génesis de la fibrosis car-
diaca. Al comparar los dos grupos de animales alimentados
con la dieta alta en fésforo (IRC + PA e IRC + PTx + rPTH + PA)
en el primero (grupo 2), se observé un aumento significativo
en la expresién génica de coldgeno tipo 1y de fibronectina, dos
de las proteinas mas representativas de la matriz extracelular,
y de TGF-B1, probablemente reflejo de lo observado a nivel de
la fibrosis cardiaca intersticial con el tricrémico de Masson.
Otros autores, en un modelo de ratas paratiroidectomizadas,
analizando algunas proteinas implicadas en el remodelado
cardiaco encontraron que la expresiéon proteica de TGF-g tam-
bién se encuentra muy influenciada por los niveles de PTH?.
Se ha postulado la hipétesis que a través de la PTH se activa-
rian la proteina cinasa C y otras proteinas, como TGF-81, que
a su vez, estimularian la proliferacién de fibroblastos, sintesis
de coldgeno y fibrosis, favoreciendo la fibrosis cardiaca?’. De
los marcadores moleculares estudiados, el CTGF fue el tnico
que no siguid el mismo patrén y la paratiroidectomia, si bien
mostré una tendencia (p = 0,09), no atenud su aumento en
el grupo de animales alimentados con dieta con fésforo alto.
Estos resultados apoyan el importante papel que tendria el
hiperparatiroidismo secundario en el desarrollo de hipertrofia
y fibrosis cardiaca?®.

Sin embargo, a pesar del posible efecto que los niveles ele-
vados de PTH intacta puedan tener en el desarrollo de fibrosis

cardiaca, no podemos descartar otros factores como FGF23,
muy elevado en el grupo IRC + PA, como consecuencia del
alto contenido en fésforo. El menor grado de fibrosis cardiaca
observado en el grupo paratiroidectomizado con dieta alta
en fésforo podria ser atribuible al drastico descenso en PTH
intacta, pero también al menor nivel de FGF23 alcanzado en
este grupo.

Este efecto se observd con mayor intensidad con el esti-
mulo de la dieta rica en fésforo, pero también se observé en
aquellos animales alimentados con dieta normal (grupo 1),
en los que la paratiroidectomia (IRC + PTX + PN) atenud los
aumentos de algunos de los marcadores moleculares de fibro-
sis observados en el grupo no paratiroidectomizado (IRC + PN),
grupo que mostré un claro aumento de la fibrosis cardiaca
intersticial respecto al grupo SHAM (p = 0,002, resultados no
mostrados). A diferencia de la posible implicacién de la PTH,
pero también del FGF23, en el desarrollo de la fibrosis cardiaca
en los animales con dieta con alto contenido en fésforo, en
el caso de los animales con dieta normal en fésforo la menor
fibrosis cardiaca en algunos de los marcadores moleculares
no puede atribuirse al elevado FGF23 donde los niveles del
grupo paratiroidectomizado eran incluso superiores. En este
caso parece claro que la PTH sea el factor determinante.

La confirmacién del papel de la PTH como principal
determinante del desarrollo de fibrosis cardiaca parece corro-
borarse por la importante asociacién encontrada entre los
niveles de PTH intacta y la fibrosis cardiaca, tanto a nivel
histolégico como con el resto de marcadores moleculares ana-
lizados. FGF23 por el contrario, no mostré asociaciones con
ninguno de los pardmetros utilizados para cuantificar la fibro-
sis cardiaca.
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Se postula que parte del efecto negativo que tiene el incre-
mento de PTH en la génesis de fibrosis cardiaca seria debido
a incrementos de la aldosterona que podria atenuarse o pre-
venirse con la paratiroidectomia, probablemente a través de
evitar aumento del calcio intracelular promovido por las ele-
vaciones de PTH™. Este importante efecto de la PTH mediado
por calcio se ve apoyado por los resultados de nuestro estu-
dio en los que se observé que la expresion génica del canal de
calcio TCRP6 a nivel cardiaco se atenud con la paratiroidec-
tomia, disminuyendo mas de un 60%, tanto en el grupo con
dieta normal (p = 0,036) como alta en fésforo (p = 0,010) (datos
no mostrados). Este hecho sugiere que al menos parte de las
complicaciones cardiacas podrian estar mediadas por efectos
directos de la PTH a través de la activacién de los canales de
calcio y la movilizacién secundaria de este elemento desde el
reticulo sarcopldsmico al citoplasma de los cardiomiocitos?®.

Como posibles limitaciones de este estudio podemos des-
tacar que a pesar de utilizar una dosis de reemplazo de PTH
1-34, similar a la descrita por otros autores para alcanzar un
reemplazo fisiolégico en los grupos paratiroidectomizados’®,
éste no se alcanz6 completamente como lo demuestra la hipo-
calcemia observada que fue mas marcada en los animales con
dieta con alto contenido en fésforo, un hecho que también
han mostrado otros autores utilizando una dosis de PTH 1-34
similar’?.

Otra posible limitacién es que no pudimos descartar que
otros factores, ademas del hiperparatiroidismo, pudieran con-
tribuir al desarrollo de la hipertrofia y fibrosis cardiaca como
el FGF23, la hipocalcemia o el déficit de calcitriol. De hecho
hay autores que encuentran un efecto negativo e indepen-
diente del FGF23 sobre el desarrollo de fibrosis cardiaca?®3°.
No obstante, la ausencia de correlaciones de FGF23 y calcitriol
con la fibrosis cardiaca y marcadores moleculares de fibrosis y
la importante correlacién existente entre PTH intacta con los
marcadores de fibrosis cardiaca son indicadores del destacado
papel del hiperparatiroidismo secundario en el desarrollo de la
fibrosis cardiaca por encima de los otros factores mencionados
anteriormente.

En resumen, el presente estudio confirma el importante
efecto que tiene la hiperfosfatemia en la génesis del hiperpa-
ratiroidismo secundario y del dafio renal manifestado por una
importante caida del aclaramiento de creatinina en las ratas
con PTH elevada, reduccién que es independiente de los nive-
les de PTH. El estudio también muestra que los parametros de
inflamacién, fibrosis y crecimiento de cardiomiocitos guardan
una relacién fundamental con los niveles de PTH, dado que
en presencia de hiperfosfatemia severa similar, la paratiroi-
dectomia redujo los valores de los parametros inflamatorios y
de hipertrofia y fibrosis cardiaca.

Financiacién

Este trabajo ha sido posible gracias a una ayuda a la inves-
tigacién en nefrologia del afio 2016 sobre «Busqueda de
nuevas terapias que reduzcan la morbimortalidad asociada
a la enfermedad renal crénica». Este estudio también ha
sido financiado por el Instituto de Salud Carlos III (ISCIII)
- Fondo de Investigacién Sanitaria (PI 07/0893, PI 10/00896,
PI 13/00014, PI 16/00637, PI 17/00715 y PI19/00532), Fondo

Europeo de Desarrollo Regional (FEDER), Plan de Ciencia,
Tecnologia e Innovacién 2013-2017 y 2018-2022 del Princi-
pado de Asturias (GRUPIN14-028, IDI-2018-000152), Fundacién
Renal ffigo Alvarez de Toledo (FRIAT) y Retic REDinREN
de ISCIII (RD06/0016/1013, RD12/0021/0023, RD16/0009/0017,
RD12/0021/0006 y RD16/0009/0018). Laura Martinez-Arias ha
sido financiada por ISCIII-FINBA (PI 16/00637 y PI 17/00384);
Sara Panizo-Garcia por FINBA-REDIinREN e IDI-2018- 000152;
Natalia Carrillo-Lépez por GRUPIN14-028 e IDI-2018-000152;
Sara Fernandez-Villabrille por IDI-2018-000152 y PI 17/00715;
Julia Martin-Virgala por una beca de la Universidad de Oviedo
y Beatriz Martin-Carro por ISCIII-FINBA (PI17/00384). y por
una beca Severo Ochoa, programa BP19-057, del Principado de
Asturias.

Autoria/colaboradores

LMA y SPG tuvieron igual contribucién como primeros
autores; NCL y MND como ultimos firmantes; y JBCA y MND
como autores de correspondencia.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningin conflicto de intereses.

BIBLIOGRAFIA

1. Delmez JA, Slatopolsky E. Hyperphosphatemia: its
consequences and treatment in patients with chronic renal
disease. Am ] Kidney Dis. 1992;19:303-17.

2. Block GA, Hulbert-Shearon TE, Levin NW, Port FK. Association
of serum phosphorus and calcium x phosphate product with
mortality risk in chronic hemodialysis patients: a national
study. Am J Kidney Dis. 1998;31:607-17.

3. Slatopolsky E, Brown A, Dusso A. Pathogenesis of secondary
hyperparathyroidism. Kidney Int Suppl. 1999;73:514-9.

4. Loghman-Adham M. Role of phosphate retention in the
progression of renal failure. ] Lab Clin Med. 1993;122:16-26.

5. Saleh FN, Schirmer H, Sundsfjord J, Jorde R. Parathyroid
hormone and left ventricular hypertrophy. Eur Heart J.
2003;24:2054-60.

6. Amann K, Ritz E, Wiest G, Klaus G, Mall G. A role of
parathyroid hormone for the activation of cardiac fibroblasts
in uremia. ] Am Soc Nephrol. 1994;4:1814-9.

7. Amann K, Tornig J, Kugel B, Gross ML, Tyralla K, El-Shakmak
A, et al. Hyperphosphatemia aggravates cardiac fibrosis and
microvascular disease in experimental uremia. Kidney Int.
2003;63:1296-301.

8. Yamada S, Tokumoto M, Tsuruya K, Tatsumoto N, Noguchi H,
Kitazono T, et al. Fetuin-A decrease induced by a low-protein
diet enhances vascular calcification in uremic rats with
hyperphosphatemia. Am ] Physiol Renal Physiol.
2015;309:F744-54.

9. Schliiter KD, Millar BC, McDermott BJ, Piper HM. Regulation of
protein synthesis and degradation in adult ventricular
cardiomyocytes. Am ] Physiol. 1995;269 6 Pt 1:C1347-55.

10. London GM, De Vernejoul MC, Fabiani F, Marchais SJ, Guerin
AP, Metivier F, et al. Secondary hyperparathyroidism and
cardiac hypertrophy in hemodialysis patients. Kidney Int.
1987;32:900-7.

11. Sato S, Ohta M, Kawaguchi Y, Okada H, Ono M, Saito H, et al.
Effects of parathyroidectomy on left ventricular mass in
patients with hyperparathyroidism. Miner Electrolyte Metab.
1995;21(1-3):67-71.


http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0205

NEFROLOGIA 2021;41(6):640-651

651

12.

13.

14.

15.

16

17.

18.

19.

20.

Neves KR, Graciolli FG, dos Reis LM, Pasqualucci CA, Moysés
RM, Jorgetti V. Adverse effects of hyperphosphatemia on
myocardial hypertrophy, renal function, and bone in rats with
renal failure. Kidney Int. 2004;66:2237-44.

Hara S, Ubara Y, Arizono K, Ikeguchi H, Katori H, Yamada A,
et al. Relation between parathyroid hormone and cardiac
function in long-term hemodialysis patients. Miner
Electrolyte Metab. 1995;21(1-3):72-6.

Rodriguez-Ayala E, Avila-Diaz M, Foyo-Niembro E, Amato D,
Ramirez-San-Juan E, Paniagua R. Effect of parathyroidectomy
on cardiac fibrosis and apoptosis: possible role of aldosterone.
Nephron Physiol. 2006;103:p112-8.

Naves-Diaz M, Carrillo-Lépez N, Rodriguez-Rodriguez A,
Braga S, Ferndndez-Coto T, Lopez-Novoa JM, et al. Differential
effects of 17beta-estradiol and raloxifene on bone and lipid
metabolism in rats with chronic kidney disease and estrogen
insufficiency. Menopause. 2010;17:766-71.

. Berdud I, Martin-Malo A, Almaden Y, Aljama P, Rodriguez M,

Felsenfeld AJ. The PTH-calcium relationship during a range of
infused PTH doses in the parathyroidectomized rat. Calcif
Tissue Int. 1998;62:457-61.

Amann K, Neimeier KA, Schwarz U, Térnig J, Matthias S, Orth
SR, et al. Rats with moderate renal failure show capillary
deficit in heart but not skeletal muscle. Am ] Kidney Dis.
1997,30:382-8.

Panizo S, Barrio-Vazquez S, Naves-Diaz M, Carrillo-Lopez N,
Rodriguez I, Fernandez-Vazquez A, et al. Vitamin D receptor
activation, left ventricular hypertrophy and myocardial
fibrosis. Nephrol Dial Transplant. 2013;28:2735-44.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression
data using real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta
C[T]) Method. Methods. 2001;25:402-8.

Carrillo-Lépez N, Panizo S, Alonso-Montes C, Martinez-Arias
L, Avello N, Sosa P, et al. High-serum phosphate and
parathyroid hormone distinctly regulate bone loss and
vascular calcification in experimental chronic kidney disease.
Nephrol Dial Transplant. 2018;34:934-41.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Voormolen N, Noordzij M, Grootendorst DC, Beetz I, Sijpkens
YW, van Manen JG, et al. High plasma phosphate as a risk factor
for decline in renal function and mortality in pre-dialysis
patients. Nephrol Dial Transplant. 2007;22:2909-16.

Yin FC, Spurgeon HA, Rakusan K, Weisfeldt ML, Lakatta EG.
Use of tibial length to quantify cardiac hypertrophy:
application in the aging rat. Am J Physiol. 1982;243:H941-7.
Faul C, Amaral AP, Oskouei B, Hu MC, Sloan A, Isakova T, et al.
FGF23 induces left ventricular hypertrophy. J Clin Invest.
2011;121:4393-408.

Lautrette A, Li S, Alili R, Sunnarborg SW, Burtin M, Lee DC,

et al. Angiotensin II and EGF receptor cross-talk in chronic
kidney diseases: a new therapeutic approach. Nat Med.
2005;11:867-74.

Jung S, Querfeld U, Miiller D, Rudolph B, Peters H, Kramer S.
Submaximal suppression of parathyroid hormone
ameliorates calcitriol-induced aortic calcification and
remodeling and myocardial fibrosis in uremic rats. J
Hypertens. 2012;30:2182-91.

Custédio MR, Koike MK, Neves KR, dos Reis LM, Graciolli FG,
Neves CL, et al. Parathyroid hormone and phosphorus
overload in uremia: impact on cardiovascular system.
Nephrol Dial Transplant. 2012;27:1437-45.

Schliter KD, Piper HM. Trophic effects of catecholamines and
parathyroid hormone on adult ventricular cardiomyocytes.
Am ] Physiol. 1992;263 6 Pt 2:H1739-46.

Smogorzewski M, Zayed M, Zhang YB, Roe ], Massry SG.
Parathyroid hormone increases cytosolic calcium
concentration in adult rat cardiac myocytes. Am J Physiol.
1993;264 6 Pt 2:H1998-2006.

Kuga K, Kusakari Y, Uesugi K, Semba K, Urashima T, Akaike T,
et al. Fibrosis growth factor 23 is a promoting factor for
cardiac fibrosis in the presence of transforming growth
factor-g1. PLoS One. 2020;15:€0231905.

Hao H, Li X, Li Q, Lin H, Chen Z, Xie J, et al. FGF23 promotes
myocardial fibrosis in mice through activation of B-catenin.
Oncotarget. 2016;7:64649-64.


http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0220
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0225
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0230
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0235
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0240
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0245
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0250
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0255
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0260
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0265
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0270
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0275
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0280
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0285
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0290
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0295
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300
http://refhub.elsevier.com/S0211-6995(21)00033-3/sbref0300

	Contribución de fósforo y PTH al desarrollo de hipertrofia y fibrosis cardíaca en un modelo experimental de insuficiencia ...
	Introducción
	Material y métodos
	Modelo experimental
	Marcadores bioquímicos
	Cambios morfológicos e histológicos y cuantificación de colágeno 1
	Grosor de pared y septo ventricular y tamaño de cardiomiocitos
	Marcadores moleculares de inflamación y fibrosis
	Análisis estadístico

	Resultados
	Marcadores bioquímicos, morfológicos e histológicos
	Marcadores moleculares de inflamación y fibrosis

	Discusión
	Financiación
	Conflicto de intereses
	Bibliografía


